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Confocal or double confocal microscope especially for imaging biomedical 
objects has a reference object integral with an object supporting carrier thai 
can be used for rapid alignment and refocusing of the microscope 
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Abstract of DE1 01 00246 



Microscope has an object carrier element for 
holding an object during viewing. The carrier has 
a reference object integral with it that can be 
used for calibration, alignment and adjustment of 
the microscope. The reference object can be 
detected using normal light. The invention also 
relates to a corresponding method for operating a 
microscope. 




Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=DE10100246&F=0 



10.02.2005 




© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




© Offenlegungsschrift 
© DE 10100 246 A1 



® Int. CI. 7 : 

G 02 B 21/24 

G 02 B 21/34 ^ 
G 02 B 21/16 ^ 



G 12 B 21/20 



DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



101 00 246.7 
5. 1.2001 
11. 7.2002 



<0 
<* 
CM 

O 

o 



111 
Q 



® Anmelder: 

Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 68165 
Mannheim, DE 

(74) Vertreter: 

Ullrich & Naumann, 69115 Heidelberg 



@ Erfinder: 

Bewersdorf, Jorg, 69121 Heidelberg, DE; Gugel, 
Hilmar, 69221 Dossenheim, DE 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Mikroskop und Verfahren zum Betreiben eines Mikroskops 

® Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroskop, ins- 
besondere ein konfokales oder doppelkonfokales Raster- 
mikroskop, sowie ein Verfahren zum Betreiben eines Mi- 
kroskops, wobei mindestens eine dem Objekt zugeordne- 
te Objekttragereinheit vorgesehen ist, wobei mindestens 
ein in seiner Ausgestaltung bekanntes Referenzobjekt 
vorgesehen ist und wobei das Referenzobjekt zur Kalibrie- 
rung, Justierung und/oder Einstellung des Mikroskops 
lichtmikroskopisch detektierbar ist. Mit dem erfindungs- 
gemafSen Mikroskop bzw. mit dem erfindungsgemaRen 
Verfahren zum Betreiben eines Mikroskops konnen drift- 
bedingte Veranderungen detektiert und ausgeglichen 
werden. Weiterhin sind Hilfsmittel vorgesehen, mit denen 
ein Objekt einfach und zuverlassig fokussiert werden 
kann. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroskop, 
insbesondere ein konfokales oder doppelkonfokales Raster- 
mikroskop, sowie ein Verfahren zum Betreiben eines Mi- 
kroskops. 

[0002] Mikroskope, insbesondere, konfokale Rastermi- 
kroskope sind seit geraumer Zeit aus der Praxis bekannt. 
Hinsichtlich der konfokalen Rastermikroskope wird auf 
"Handbook of Biological Confocal Microscopy", Plenum 
Press 1995, 2 nd Edition, Editor: J. B. Pawley, hinsichtlich 
doppelkonfokaler Rastermikroskope wird auf die 
EP 0 491 289 Al verwiesen. 

[0003] Die Mikroskope der gattungsbildenden Art werden 
insbesondere fur Aufnahmen biomedizinischer Objekte ein- 
gesetzt, wo Objektdetektionen durchaus einen langeren 
Zeitraum in Anspruch nehmen konnen. Bei konfokalen und 
insbesondere bei doppelkonfokalen Rastermikroskopen un- 
terliegen jedoch die einzelnen Komponenten des Mikroskop 
sowie das Objekt relativ zum Objektiv thermisch bedingten 
Drifts, so dass langer andauernde Objektdetektionen hier- 
durch fehlerbehaftet sein konnen. 

[0004] Insbesondere bei konfokalen und doppelkonfoka- 
len Rastermikroskopen ist nach dem Einlegen einer neuen 
Probe die Fokussierung der neuen Probe zeitaufwendig und 
fordert ein hohes MaB an Geschicklichkeit des Benutzers. 
Dies ist insbesondere der Fall, wenn nicht bekannt ist, ob die 
Probe iiberhaupt sichtbar sein wird - weil beispielsweise ein 
neues Fluoreszenz-Praparationsverfahren getestet wird. So 
kann das Auffinden des Objekts bzw. das Positionieren des 
Objekts in der Fokalebene des Mikroskopobjektivs schwer, 
wenn nicht sogar unmoglich sein. Insbesondere wenn ein 
neues Ruoreszenz-Praparationsverfahren getestet wird, 
kann ein Objekt mit einer schwachen Fluoreszenzmarkie- 
rung schon ausgeblichen sein bevor sich das Objekt in der 
Fokalebene des Mikroskopobjektivs befindet, da wahrend 
des Suchvorgangs der Objektbereich andauemd mit zur An- 
regung der Fluoreszenzmarker geeignetem Licht beauf- 
schlagt wird. 

[0005] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, ein Mikroskop, insbesondere ein konfokales 
oder doppelkonfokales Rastermikroskop, sowie ein Verfah- 
ren zum Betreiben eines Mikroskops anzugeben und weiter- 
zubilden, bei dem driftbedingte Veranderungen detektiert 
und ausgeglichen werden konnen sowie Hilfsmittel vorgese- 
hen sind, mit denen ein Objekt einfach und zuverlassig fo- 
kussiert werden kann. 

[0006] Das erfindungsgemaBe Mikroskop der gattungsbil- 
denden Art lost die voranstehende Aufgabe durch die Merk- 
male des Patentanspruchs 1 . Danach handelt es sich bei dem 
erfindungsgemaBen Mikroskop, insbesondere um ein konfo- 
kales oder doppelkonfokales Rastermikroskop, wobei min- 
destens eine dem Objekt zugeordnete Objekttragereinheit 
vorgesehen ist, wobei mindestens ein in seiner Ausgestal- 
tung bekanntes Referenzobjekt vorgesehen ist und wobei 
das Referenzobjekt zur Kalibrierung, Justierung und/oder 
Einstellung des Mikroskops lichtmikroskopisch detektierbar 
ist. 

[0007] ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, 
dass die vor allem thermisch bedingten Driftbewegungen 
verschiedener Komponenten des Mikroskops bzw. des Ob- 
jekts relativ zum Objektiv mit einem vertretbaren Aufwand 
nicht verhindert werden konnen, beispielsweise durch eine 
entsprechende Temperaturregelung der relevanten Mikro- 
skopkomponenten. Falls jedoch zumindest ein in seiner 
Ausgestaltung bekanntes Referenzobjekt vorgesehen ist, an- 
hand dessen Ruckschliisse auf Driftbewegungen gezogen 
werden konnen, kann hierdurch die Drift durch entspre- 



chende JustiermaBnahmen kompensiert bzw. ausgeglichen 
werden. Hierzu muss das Referenzobjekt in seiner Ausge- 
staltung bekannt sein, d. h. die GroBe, Form, Struktur und/ 
oder optischen Eigenschaften des Referenzobjekts sind be- 

5 kannt. Weiterhin muss das Referenzobjekt lichtmikrosko- 
pisch detektierbar sein, was notwendigerweise einen Detek- 
tionsvorgang des Referenzobjekts notwendig macht. In er- 
findungsgemaBer Weise kann durch lichtmikroskopische 
Detektion des in seiner Ausgestaltung bekannten Referenz- 

io objekts das Mikroskop emeut justiert werden. 

[0008] Insbesondere kann ein Objekt in einem konfokalen 
oder doppelkonfokalen Rastermikroskop einfach aufgefun- 
den und fokussiert werden, wenn als Referenzobjekt bei- 
spielsweise ein teil weise verspiegelt beschichtetes Deckglas 

15 verwendet wird und das Objekt samt Objekttragereinheit 
und Deckglas entlang der optischen Achse des Mikroskop- 
objektivs bewegt wird, wobei wahrend der Bewegung fort- 
wahrend kontinuierlich nach dem Referenzobjekt gesucht 
wird. Dieser Detektionsvorgang konnte beispielsweise mit 

20 Licht einer Wellenlange erfolgen, die nicht zur Ruoreszen- 
zanregung der Fluoreszenzmarker geeignet ist, so dass ein 
Ausbleichen der Fluoreszenzmarker wahrend des Fokus sie- 
rungsvorgangs vermieden werden kann. Sobald das als teil- 
weise verspiegelte Deckglas ausgestaltete Referenzobjekt 

25 detektiert ist, kann eine entsprechende Huoreszenzdetektion 
der Huoreszenzmarker des Objekts und somit die eigentli- 
che Objektmessung folgen. Somit konnen in besonders vor- 
teilhafter Weise immer wiederkehrende Schritte zur Einstel- 
lung des Mikroskops - beispielsweise das Fokussieren un- 

30 terschiedlicher Objekte — automatisiert werden, so dass ins- 
gesamt die Bedienung des Mikroskops vereinfacht wird. 
[0009] Weiterhin kann in erfindungsgemaBer Weise ein 
doppelkonfokales Rastermikroskop durch die Verwendung 
eines Referenzobjekts kalibriert werden. So konnte bei- 

35 spielsweise der Fokus des einen Mikroskopobjektivs genau 
auf den Fokus des anderen Mikroskopobjektivs ausgerichtet 
werden, indem ein einfaches konfokales Mikroskopbild des 
Referenzobjekts mit lediglich einem Objektiv des einen 
Teilstrahlengangs detektiert wird. Im Anschluss wird das- 

40 selbe Referenzobjekt mit lediglich dem zweiten Mikroskop- 
objektiv des zweiten Teilstrahlengangs detektiert. Ein Ver- 
gleich der beiden Aufnahmen desselben Referenzobjekts er- 
moglicht das laterale und/oder axiale Ausrichten der beiden 
Mikroskopobjektive relativ zueinander, so dass einerseits 

45 die Fokalebenen der beiden Mikroskopobjektive lateral und/ 
oder axial ubereinander fallen und andererseits deren opti- 
sche Achsen ubereinstimmen. Somit kann in erfindungsge- 
maBer Weise das Mikroskop, insbesondere ein doppelkonfo- 
kales Rastermikroskop, kalibriert werden, und zwar auch - 

50 ggf. automatisch - unmittelbar vor einem durch zufuhrenden 
Objektdetektionsvorgang, so dass in vorteilhafter Weise ein 
Benutzer des Mikroskops keine Kalibrierung durchfuhren 
muss. 

[0010] In einer konkreten Ausfuhrungsform ist die Ob- 
55 jekttragereinheit aus Glas angefertigt. In der einfachsten 
Ausfuhrung konnte es sich bei der Objekttragereinheit um 
einen herkornmlichen Objekttrager oder um ein herkommli- 
ches Deckglas handeln. Insbesondere bei der konfokalen 
oder doppelkonfokalen Rastermikroskopie weist das Glas 
60 des Objekttragers bzw. das Deckglas einen Brechungsindex 
auf, der fur die Verwendung des jeweiligen Mikroskopsob- 
jektivs geeignet bzw. angepasst ist. 

[0011] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist eine 
an die Objekttragereinheit anbringbare Glasplatte minde- 
65 stens eine als Referenzobjekt ausgestaltete Flache auf. Ins- 
besondere handelt es sich bei der an die Objektiragereinheit 
anbringbaren Glasplatte um ein Deckglas. Somit bildet eine 
entsprechend ausgestaltete Flache der Glasplatte bzw. des 
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Deckglasses das eigentliche Referenzobjekt. Alternativ oder 
zusatzlich hierdurch konnte die Objekttragereinheit minde- 
stens eine als Referenzobjekt ausgestaltete Flache aufwei- 
sen. 

[0012] Die Flache wiederum weist eine Textur und/oder 5 
eine Struktur auf. Diese Textur/Struktur konnte ein regelma- 
Biges oder unregelmaBiges Gitter aufweisen, das beispiels- 
weise aus einzelnen Strichen besteht. Auch regelmaBige 
oder unregelmaBige Vielecke oder Kurven sind denkbar. 
[0013] Alternativ oder zusatzlich hierzu konnte die Flache 10 
eine Beschichtung und/oder eine holographische Aufpra- 
gung aufweisen. Hinsichtlich einer konkreten Ausgestal- 
tungsform konnte sich die Textur einer Flache durch eine 
entsprechende Beschichtung erzeugen lassen, beispiels- 
weise mit Hilfe von photolithografischen Belichtungsver- 15 
fahren. 

[0014] Es ist vorgesehen, dass die Beschichtung reflektie- 
rend und/oder lumineszierend ausgefuhrt ist, so dass eine 
lichtmikroskopische Detektion des Referenzobjekts mog- 
lich ist. Der Reflektionskoefrizient der Beschichtung ist ub- 20 
licherweise wesentlich kleiner als 1, so dass die Beschich- 
tung lediglich teilweise das auf sie auftreffende Licht reflek- 
tiert. Als lumineszierende Beschichtung konnte eine Be- 
schichtung vorgesehen sein, die aus Fluoreszenz- oder Phos- 
phoreszenzmolekulen besteht. Eine solche Beschichtung 25 
konnte bei spiels weise mit Verfahren aufgebracht werden, 
die denen der Tintenstrahldrucker ahnlich sind. Insbeson- 
dere konnte die lumineszierende Beschichtung derart ausge- 
staltet sein, dass sie lediglich mit Licht einer Wellenlange 
anregbar ist, die fur die eigentliche Objektdetektion nicht 30 
geeignet bzw. vorgesehen ist. Dementsprechend wird bei ei- 
ner Referenzrnessung das Objekt nicht mit Licht beauf- 
schlagt, dass beispielsweise spezifische Fluoreszenzmarker 
zum Ausbleichen bringt. 

[0015] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 35 
ist vorgesehen, dass die Textur bzw. Struktur der Flache 
asymmetrisch ausgestaltet ist. So konnte die Textur/Struktur 
beispielsweise aus unregelmaBigen geometrischen Gebilden 
zusammengesetzt sein, die aus Linien, Kurven, Elipscn- 
oder Kreissegmenten bestehen. Durch eine asymmetrische 40 
Textur/Struktur ist nach einer Detektion des Referenzob- 
jekts eine eindeutige Zuordnung des detektierten Bereichs 
des Referenzobjekts zu einem entsprechenden, bereits vor- 
her in Verbindung mit dem Referenzobjekt detektierten Ob- 
jektbereich moglich, so dass hierdurch insbesondere Drifts 45 
des Objekts relauv zum Mikroskop detektiert und entspre- 
chend ausgeglichen werden konnen. 

[0016] In einer ganz besonders bevorzugten Ausgestal- 
tungsform ist die als Referenzobjekt ausgestaltete Flache in 
einer Ebene angeordnet. Hierbei konnte es sich um eine 50 
Oberflache der Objekttragereinheit oder um eine Oberflache 
der an die Objekttragereinheit anbringbaren Glasplatte han- 
deln. Auf diese Oberflache konnte dementsprechend die re- 
flektierende oder lumineszierende Beschichtung aufge- 
bracht sein. Idealerweise ist die Flache der Objekttragerein- 55 
heit bzw. die an die Objekttragereinheit anbringbare Glas- 
platte derart orientiert, dass sie parallel zur Fokalebene des 
Mikroskopsobjektivs orientiert ist. Hierdurch konnte eine 
Verkippung der Objektragerplatte relativ zur Fokalebene des 
Mikroskopobjektivs insbesondere bei einem doppelkonfo- 60 
kalen Rastermikroskop detektiert werden und mit Hilfe von 
geeigneten Stellelementen entsprechend korrigiert werden. 
[0017] In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, 
dass als Referenzobjekt mindestens ein an der Objekttrager- 
einheit anbringbares mikroskopisches Objekt dient. Als mi- 65 
kroskopische Objekte konnten beispielsweise Beads oder 
Nanocrystals dienen, wobei Beads bzw. Nanocrystals mit 
gleichen oder unterschiedlichen GroBen/optischen Eigen- 
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schaflen vorgesehen sein konnten. Insbesondere ist vorgese- 
hen, dass die als Referenzobjekte dienenden mikroskopi- 
schen Objekte stochastisch verteilt sind. Eine stochastische 
Verteilung dieser Objekte konnte sich beispielsweise durch 
Auftropfen einer die mikroskopischen Objekte enthaltenden 
Losung auf der Objekttragereinheit erzeugen lassen, wobei 
die Losung beispielsweise durch Verdunstung entfernt wer- 
den konnte. Bei einer solchen Vorgehens weise ist zunachst 
lediglich das Referenzobjekt in seiner Ausgestaltung be- 
kannt, d. h. es werden Beads mit einem Durchmesser von 
beispielsweise 300 Nanometer verwendet. Die Anordnung/ 
Verteilung mehrerer Beads - beispielsweise auf der Objekt- 
tragereinheit - sind jedoch stochastischer Natur und zu- 
nachst nicht bekannt. Dementsprechend musste ein Detekti- 
onsvorgang der Referenzobjekte durchgefuhrt werden, so 
dass auch deren Struktur bzw. Anordnung/Verteilung auf der 
Objekttragereinheit bekannt ist. 

[0018] In verfahrensmaBiger Hinsicht wird die eingangs 
genannte Aufgabe durch die Merkmale des Patentanspruchs 
14 gelost. Danach handelt es sich bei dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren um ein Verfahren zum Betreiben eines Mi- 
kroskops, insbesondere eines konfokalen oder doppelkonfo- 
kalen Rastermikroskops, wobei dem Objekt mindestens eine 
Objekttragereinheit zugeordnet ist und wobei zur Kalibrie- 
rung, Justierung und/oder Einstellung des Mikroskops min- 
destens ein in seiner Ausgestaltung bekanntes Referenzob- 
jekt lichtmikroskopisch detektiert wird. Insbesondere han- 
delt es sich bei dem Mikroskop um ein Mikroskop nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 13. 

[0019] In erfindungsgemaBer Weise ist daher erkannt wor- 
den, dass es einfacher und vor allem kostengiinstiger ist, das 
erfindungsgemaBe Verfahren zum Kalibrieren, Justieren 
und/oder Einstellen des Mikroskops zu verwenden, als Ver- 
fahren einzusetzen, die das Mikroskop oder zumindest we- 
sentliche Bauteile davon auf eine bestimmte Temperatur re- 
geln, so dass hierdurch weitgehend Drifts der Einzelkompo- 
nenten unterbunden werden konnen. In letzterem Fall ware 
hinsichtlich einer Kalibrierung oder Einstellung des Mikro- 
skops die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe nicht 
vollstandig gelost. 

[0020] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ist bevor- 
zugt vorgesehen, dass das Referenzobjekt mit einer Bildauf- 
nahme detektiert wird. Hierbei konnte es sich beispielsweise 
um ein konventionelles Mikroskop mit einer CCD-Kamera 
als Detektor handeln. Falls es sich bei dem Mikroskop um 
ein konfokales oder doppelkonfokales Rastermikroskop 
handelt, ist vorgesehen, dass es sich bei dem Detektionsvor- 
gang um einen Rastervorgang handelt. Dieser Rastervor- 
gang erfolgt in besonders vorteilhafter Weise in Form eines 
zweidimensionalen optischen Schnitts. Hierdurch ist eine 
schnelle Detektion des Referenzobjekts gewahrleistet, da 
aufgrund der besonderen Ausgestaltung des Referenzob- 
jekts eine dreidimensionale Datenaufnahme des Referenz- 
objekts nicht erforderlich ist. Es ist von wesentlicher Bedeu- 
tung, dass eine nahezu eindeutige Identification des Refe- 
renzobjekts in schon nur einem aufgenommenen Bild mog- 
lich ist, da das Referenzobjekt in seiner Ausgestaltung be- 
kannt ist. Hierdurch kann auf die Position und Orientierung 
des Referenzobjekts geschlossen werden, und zwar im Ide- 
alfall schon mit einer einzigen zweidimensionalen Bildauf- 
nahme bzw. einem einzigen zweidimensionalen Rastervor- 
gang. Vbrzugs weise ist der zweidimensionale optische 
Schnitt derart orientiert, dass er zu der als Referenzobjekt 
ausgestalteten Flache senkrecht steht. Wenn die als Refe- 
renzobjekt dienende Rache beispielsweise parallel zur Fo- 
kalebene des Mikroskopobjektivs angeordnet ist, konnte ein 
zweidimensionaler optischer Schnitt zur Aufnahme des Re- 
ferenzobjekts derart orientiert sein, dass der optische Schnitt 
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in einer Ebene liegt, die die optisch Achse enthalt. 
[0021] In besonders vorteilhafter Weise werden die Bild- 
daten des Referenzobjekts computergestutzt ausgewertet. 
Diese Bilddatenauswertung konnte beispielsweise mit Me- 
thoden der digitalen Bildverarbeitung erfolgen. So konnte 
beispielsweise an hand der detektierten Bilddaten des Refe- 
renzobjekts auf dessen Lage und/oder Orientierung relativ 
zu dem detektierten Objektbereich geschlossen werden. 
Hierdurch konnen Informationen uber einen moglichen 
Drift des Objekts relativ zur Objekttragereinheit bzw. relativ 
zum Referenzobjekt gewonnen werden. 
[0022] Weiterhin ist denkbar, dass durch Vergleich von 
detektierten Bilddaten des Referenzobjekts rait zuvor detek- 
tierten Bilddaten - vorzugsweise des Referenzobjekts - auf 
die Drift des Objekts bzw. der Objekttragereinheit geschlos- 
sen werden kann. Durch diese Vorgehensweise kann eine 
Drift der gesamten Objekttragereinheit - also der Objekttra- 
gereinheit samt Objekt und gegebenenfalls Deckglas - rela- 
tiv zu dem Mikroskopobjektiv detektiert werden, wohinge- 
gen im vorigen Fall vor allem eine Drift des Objekts relativ 
zur Objekttragereinheit detekierbar ist. 
[0023] In einem konkreten Verfahrensschritt ist vorgese- 
hen, dass eine Drift des Objekts und/oder der Objekttrager- 
einheit durch eine entsprechende Bewegung der Objekttra- 
gereinheit ausgeglichen wird. Sorait wird das Objekt oder 
die Objekttragereinheit, die sich aufgrund einer Drift bei- 
spielsweise um 2 urn in eine Richtung bewegt hat, um den 
gleichen Betrag in die entgegengesetzte Richtung zuriickbe- 
wegt, so dass der ursprungiiche Zustand wiederhergestellt 
ist. Altemativ oder zusatzlich hierzu ist vorgesehen, dass die 
Drift des Objekts mit Methoden der digitalen Bildverarbei- 
tung ausgeglichen werden. Hierbei erfolgt der Ausgleich le- 
diglich computergestutzt, d. h. es werden gemaB dem obi- 
gen Beispiel die Bilddaten des Objekts um einen dem Abbil- 
dungsmafistab der Mikroskopoptik entsprechenden Betrag 
verschoben. Diese Vorgehensweise erfolgt also lediglich 
computergestutzt und wird auf die detektierten Bilddaten 
des Objekts angewandt. 

[0024] In einem besonders bevorzugten Verfahrensab- 
schnitt ist fur ein doppelkonfokales Rastermikroskop vorge- 
sehen, dass anhand der Detektion des Referenzobjekts die 
optischen Teilstrahlengange, insbesondere deren Weglan- 
genunterschiede, und die Position der Objektive kalibriert 
und justiert werden. Die Detektion des Referenzobjekts mit 
lediglich dem Mikroskopobjektiv des einen Teilstrahlen- 
gangs des doppelkonfokalen Rastermikroskops ergibt einen 
Bilddatensatz, der mit dem zweiten Bilddaten satz vergli- 
chen werden kann, der mit dem zweiten Mikroskopobjektiv 
des zweiten Teilstrahlengangs des doppelkonfokalen Ra- 
stermikroskops aufgenommen wird. Hierzu wird einerseits 
das Referenzobjekt mit einem zweidimensionalen optischen 
Schnitt detektiert, der parallel zur Fokalebene der jeweiligen 
Mikroskopobjektive orientiert ist. Durch Vergleich dieser 
beiden Datensatze konnen die beiden Mikroskopobjektive 
in lateraler Richtung, d. h. quer zur optischen Achse, aufein- 
ander ausgerichtet werden. Durch die Detektion eines zwei- 
dimensionalen optischen Schnitts, der senkrecht zu der als 
Referenzobjekt ausgestalteten Flache orientiert ist, konnen - 
entsprechende Aufnahmen der jeweiligen Mikroskopobjek- 
tive vorausgesetzt - die beiden Mikroskopobjektive in 
axialer Richtung, d. h. entlang der Richtung der optischen 
Achse, aufeinander eingestellt werden. Einer Verkippung 
der beiden Mikroskopobjektive relativ zueinander kann 
ebenfalls entgegengewirkt werden, so konnen beispiels- 
weise unscharf abgebildete Teilbereiche der Textur als An- 
zeichen einer Verkippung gewertet werden. Somit kann mit 
Hilfe des Referenzobjekts einerseits der doppelkonfokale 
Rastermikroskopstrahlengang vor der eigentlichen Objekt- 



detektion kalibriert und andererseits wahrend der Objektde- 
tektion zur Justage wiederholt werden. 
[0025] Zum automatischen Auffinden und/oder Fokussie- 
ren eines Objekts ist in einem weiteren Verfahrensschritt 
5 vorgesehen, die Objekttragereinheit samt Objekt entlang der 
optischen Achse des Mikroskopobjektivs bzw. der beiden 
Mikroskopobjektive zu bewegen und hierbei das von der als 
Referenzobjekt ausgestalteten Flache kommende Licht zu 
detektieren. So konnte beispielsweise eine als Objekttrager 

to ausgestaltetet Objekttragereinheit, die eine teilweise reflek- 
tierende Oberflachenbeschichtung aufweist, samt Objekt auf 
den Mikroskoptisch aufgebracht werden. Wahrend einer au- 
tomatischen Bewegung des Mikroskoptischs (samt Objekt- 
trager und Objekt) wird der Objektbereich des Mikroskop- 

15 objektivs zur Referenzmessung konfokal mit Laserlicht be- 
aufschlagt. Dieses Laserlicht wird jedoch nicht zur Detek- 
tion des Objekts eingesetzt und die Oberflachenbeschich- 
tung des Objekttragers ist lediglich fur das Licht reflektie- 
rend, dass zur Referenzobjektdetektion eingesetzt wird. Die- 

20 ses Licht weist eine andere Wellenlange auf als das, das zur 
Objektdetektion verwendet wird. Sobald nun die Oberfla- 
chenbeschichtung des Objekttragers in die Nahe der Fokal- 
ebene des Mikroskopobjektivs bewegt wird, ist ein konfoka- 
les Detektionssignal messbar. Wenn das Detektion ssignal 

25 des Referenzobjekts maximal ist, befindet sich die Oberfla- 
che des Objekttragers in der Fokalebene des Mikroskopob- 
jektivs. Hierdurch kann in ganz besonders vorteilhafter 
Weise schnell und einfach zumindest ein erster Bezugspunkt 
gefunden werden, so dass das Auffinden des Objekts hier- 

30 durch erheblich vereinfacht und zeitlich verkiirzt ist. 

[0026] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre 
der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszuge- 
stalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die den 
Paten tanspruchen 1 und 14 nachgeordneten Patentanspru- 

35 che und andererseits auf die nachfolgende Erlauterung der 
bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 
rung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevor- 

40 zugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre er- 
lautert. In der Zeichnung zeigen 

[0027] Fig. la eine schematische Darstellung einer Ele- 
mentarzelle einer ersten Textur, 

[0028] Fig. lb eine schematische Darstellung der zusam- 
45 mengesetzten Textur mit Elementarzelten aus Fig. la, 

[0029] Fig. 2a eine schematische Darstellung einer Ele- 
mentarzelle einer weiteren Textur, 

[0030] Fig. 2b eine schematische Darstellung der zusam- 
mengesetzten Textur mit Elementarzellen aus Fig. 2a, 
50 [0031] Fig. 3a eine schematische Darstellung einer Ele- 
mentarzelle einer weiteren Textur, 

[0032] Fig. 3b eine schematische Darstellung der zusam- 
mengesetzten Textur mit Elementarzellen aus Fig. 3a, 
[0033] Fig. 4a eine schematische Darstellung einer Ele- 

55 mentarzelle einer weiteren Textur, 

[0034] Fig. 4b eine schematische Darstellung der zusam- 
mengesetzten Textur mit Elementarzellen aus Fig. 4a, 
[0035] Fig. 5a eine schematische Darstellung einer Ele- 
mentarzelle einer weiteren Textur, 

60 [0036] Fig. 5b eine schematische Darstellung der zusam- 
mengesetzten Textur mit Elementarzellen aus Fig. 5a, 
[0037] Fig. 6a eine schematische Darstellung einer Ele- 
mentarzelle einer weiteren Textur, 

[0038] Fig. 6b eine schematische Darstellung der zusam- 
65 mengesetzten Textur mit Elementarzellen aus Fig. 6a, 

[0039] Fig. 7 eine schematische Darstellung der zusam- 
mengesetzten Textur aus Fig. lb, mit angedeutetem zweidi- 
mensionalen optischen Schnitt, 
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[0040] Fig. 8 eine schematische Darsteilung des zweidi- 
mensionalen optischen Schnitts, der in Fig. 7 angedeutet ist 
und 

[0041] Fig. 9 eine schematische Darsteilung der gemesse- 
nen Intensitatsverteilung aus Fig. 8. 5 
[0042] Die Fig. la, 2a, 3a, 4a, 5a und 6a zeigen allesamt 
Elementarzellen einer Textur, die jeweils in den Fig. lb, 2b, 
3b, 4b, 5b und 6b zu einer zweidimensionalen ausgedehnten 
Textur zusammengesetzt sind. Diese Texturen sind in ihren 
Ausgestaltungen bekannt, d. h. die jeweiligen Strichlinien to 
sowie die jeweiligen Strichbreiten liegen in einem Bereich 
von etwa 200 bis 400 nm. Diese Texturen dienen als Refe- 
renzobjekt, wobei diese Texturen auf Oberflachen unter- 
schiedlicher Deckglaser aufgebracht sind. Ein solches 
Deckglas dient als Objekttragereinheit. Somit weist die als is 
Deckglas ausgefuhrte Objekttragereinheit eine als Referenz- 
objekt ausgestaltete Oberflache auf. Die Textur ist hierbei in 
Form einer Beschichtung auf die Oberflache aufgebracht. 
Bei den Beschichtungen aus den Fig. lb, 2b, und 3b handelt 
es sich jeweils um eine reflektierende Beschichtung, die ei- 20 
nen Reflexionskoeffizient von beispielsweise 0,01 fur Licht 
aus einem Wellenlangenbereich im nahen Infrarot aufweist. 
Als Laserlichtquelle bietet sich dann z. B. ein cw-Diodenla- 
ser an. 

[0043] Die Beschichtungen aus den Fig. 4b, 5b, und 6b 25 
sind fluoreszierend ausgefuhrt, es handelt sich jeweils um 
Fluoreszenzfarbstoffe, die im sichtbaren Bereich zur Fluo- 
reszenz anregbar sind. z. B. mit einem cw-Laser. 
[0044] Samtliche in den Fig. lb, 2b, 3b, 4b, 5b und 6b ge- 
zeigten Beschichtungen sind jeweils auf entsprechenden 30 
Deckglasern aufgebracht und in einer Ebene angeordnet. 
[0045] Fig. 7 zeigt in einer schematischen Darsteilung die 
Textur aus Fig. lb, die mit einem Rastervorgang eines dop- 
pelkonfokalen Rastermikroskops zumindest teilweise detek- 
tiert wird. Es handelt sich hierbei um einen zweidimensiona- 35 
len optischen Schnitt, der senkrecht zur Oberflache des mit 
der Beschichtung versehenen Deckglases angeordnet ist. 
Dementsprechend ist die senkrechte Projektion des opti- 
schen Schnitts auf die Oberflache der Textur in Fig. 7 gestri- 
chelt gekennzeichnet. 40 
[0046] Der zweidimensionale optische Schnitt der Textur 
aus Fig. 7 ist in Fig. 8 schematisch dargestellt. Mit dick ein- 
gezeichneten Kreisen sind jeweils die Schnittpunkte des 
zweidimensionalen optischen Schnitts mit jeweils einer dik- 
ken Linie der Textur aus Fig. 7 gezeigt. Die diinn einge- 45 
zeichneten Kreise entsprechen den Schnittpunkten mit den 
dunnen Linien aus Fig. 7. Die laterale Richtung entspricht 
der Ortskoordinate entlang der Projektion aus Fig. 7. Die 
axiale Richtung entspricht der Richtung senkrecht zur Tex- 
tur aus Fig. 7. In der Darsteilung aus Fig. 8 wird deutlich, 50 
dass lediglich dann von der zweidimensionalen Textur aus 
Fig. 7 ein Detektions signal nachweisbar ist, wenn sich die 
Oberflache - und somit die Beschichtung der Oberflache - 
in der Fokalebene der Mikroskopobjektive befindet. 
[0047] In Fig. 9 ist das detektierte Signal als Funktion der 55 
lateralen Position der Projektion aus den Fig. 7 bzw. Fig. 8 
gezeigt. Das Reflexion ssignal der dicken Striche der Textur 
aus Fig. 7 resultiert in einem hoheren Detektionsignal, was 
an den beiden hoheren Peaks in Fig. 9 zu erkennen ist. Die 
dunnen Striche resultieren in Peaks, die allesamt die gleiche 60 
Intensitat aufweisen. 

[0048] Die Bilddaten des Referenzobjekts werden compu- 
tergestiitzt ausgewertet. Die als Referenzobjekt dienende 
Textur aus Fig. 7 ist in ihrer Ausgestaltung bekannt, d. h. 
beispielsweise der Abstand zueinander paralleler Striche ist 65 
bekannt. Weiterhin ist die Orientierung des vom doppelkon- 
fokalen Rastermikroskop ausgefuhrten zweidimensionalen 
optischen Schnitts bekannt. Somit kann auf die tatsachliche 
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laterale Orientierung der Textur aus Fig. 7 relativ zu dem 
doppelkonfokalen Rastermikroskop geschlossen werden, da 
sich fur jeden Schnittwinkel a eines Rastervorgangs des Ra- 
stermikroskops ein eindeutiges, definiertes Signalmuster, 
beispielsweise entsprechend Fig. 9, ergibt. 
[0049] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewie- 
sen, dass die voranstehend erorterten Ausfuhrungsbeispiele 
lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, 
diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschran- 
ken. 

Patentanspruche 

1. Mikroskop, insbesondere konfokales oder doppel- 
konfokales Rastermikroskop, wobei mindestens eine 
dem Objekt zugeordnete Objekttragereinheit vorgese- 
hen ist, wobei mindestens ein in seiner Ausgestaltung 
bekanntes Referenzobjekt vorgesehen ist und wobei 
das Referenzobjekt zur Kalibrierung, Justierung und/ 
oder Einstellung des Mikroskops lichtmikroskopisch 
detektierbar ist. 

2. Mikroskop nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dass die Objekttragereinheit aus Glas angefertigt 
ist. 

3. Mikroskop nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Objekttragereinheit als Objekttrager oder 
als Deckglas ausgefuhrt ist. 

4. Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine an die Objekttrager- 
einheit anbringbare Glasplatte, vorzugsweise ein Deck- 
glas, mindestens eine als Referenzobjekt ausgestaltete 
Flache aufweist. 

5. Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Objekttragereinheit 
mindestens eine als Referenzobjekt ausgestaltete Fla- 
che aufweist. 

6. Mikroskop nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Flache eine Textur und/oder 
Struktur aufweist. 

7. Mikroskop nach einem der Anspriiche 4 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Flache eine Beschich- 
tung und/oder eine holographischen Aufpragung auf- 
weist. 

8. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Beschichtung reflektierend und/oder lumi- 
neszierend ausgefuhrt ist. 

9. Mikroskop nach einem der Anspriiche 4 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Textur/Struktur der 
Flache asymmetrisch ausgestaltet ist. 

10. Mikroskop nach einem der Anspriiche 4 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Flache in einer Ebene 
angeordnet ist. 

1 1 . Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 1 0, da- 
durch gekennzeichnet, dass als Referenzobjekt minde- 
stens ein an der Objekttragereinheit anbringbares mi- 
kroskopisches Objekt vorgesehen ist. 

12. Mikroskop nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als mikroskopische Objekte Beads oder 
Nanocrystals vorgesehen sind. 

13. Mikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mehrere mikroskopische Objekte sto- 
chastisch verteilt sind. 

14. Verfahren zum Betreiben eines Mikroskops, insbe- 
sondere eines konfokalen oder eines doppelkonfokalen 
Rastermikroskops, vorzugsweise eines Mikroskops 
nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei dem Objekt 
mindestens eine Objekttragereinheit zugeordnet ist und 
wobei zur Kalibrierung, Justierung und/oder Einstel- 
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lung des Mikroskops mindestens ein in seiner Ausge- 
staltung bekanntes Referenzobjekt lichtmikroskopisch 
detektiert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Referenzobjekt mit einer Bildauf- 5 
nahme bei einem Mikroskop oder mit einem Rastervor- 
gang bei einem konfokalen oder doppelkonfokalen Ra- 
stermikroskop detektiert wird, wodurch eine eindeutige 
Zuordnung der Position und der Orientierung des Refe- 
renzobjekts ermoglicht wird. io 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei es sich bei 
dem Mikroskop urn ein konfokales oder doppelkonfo- 
kales Rastermikroskop handelt, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Rastervorgang ein zweidimensionaler op- 
tischer Schnitt erfolgt. 15 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der optische Schnitt senkrecht zur Fla- 
che orientiert ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Bilddaten des Refe- 20 
renzobjekts computergestutzt ausgewertet werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass anhand der detektierten 
Bilddaten des Referenzobjekts auf dessen Lage und/ 
oder Orientierung relativ zu dem detektierten Objekt- 25 
bereich geschlossen wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass durch Vergleich von de- 
tektierten Bilddaten des Referenzobjekts mit zuvor de- 
tektierten Bilddaten auf die Drift des Objekts/Objekt- 30 
tragereinheit geschlossen wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Drift des Objekts durch eine ent- 
sprechende Bewegung der Objekttragereinheit ausge- 
glichen wird. 35 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine Drift des Objekts mit Metho- 
den der digitalen Bildverarbeitung ausgeglichen wer- 
den. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 22, 40 
wobei es sich bei dem Mikroskop um ein doppelkonfo- 
kales Rastermikroskop handelt, dadurch gekennzeich- 
net, dass anhand der Detektion des Referenzobjekts die 
optischen Teilstrahlengange, insbesondere deren Weg- 
langenunterschiede, und die Positionen der Objektive 45 
kalibriert und justiert werden. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass zum automatischen Auf- 
finden und/oder Fokussieren des Objekts die Objekttra- 
gereinheit samt Objekt entlang der optischen Achse des 50 
Objektivs oder der Objektive bewegt wird und dass 
hierbei das von der Flache kommende Licht detektiert 
wird. 
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